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 本邦での進行胃癌の 5 年生存率は全体でも 50％未満で、遠隔転移を有する症例ではわずか
5％と予後は極めて不良である。切除不能及び再発進行胃癌に対して様々な抗癌剤による臨床試
験が行われているが、生存期間中央値はいずれも平均 6-13ヶ月程度である。このような状況に





Letai らはアポトーシスを機能的に評価する BH3 profiling 法を開発した。彼らは白血病や多
発性骨髄腫に対する抗癌剤の感受性を事前に予測するバイオマーカーを導き出し、生命予後と
強く相関していることを報告した(Anthony Letai et al. Science 2011)。BH3 profiling法は、














NCI-N87、TMK1)1×104個を 100 μLの培地(胎児ウシ血清含有 RPMI培地)中で 96 well flat plate
に播種した。播種 24 時間後に Docetaxel、CDDP、5-FU各種を加えて、さらに 72時間培養した。
Premix WST-1 assay Cell Proliferation Assay Systemを 10 μL加えて、2時間培養後にマイ
クロプレートリーダーで得られた吸光度から細胞増殖能を測定した。得られた結果から各胃癌





ぞれ 12 nM Docetaxel、12 μM CDDP、20 μM 5-FUを加えて、さらに 72時間培養した。その後
細胞を回収して PBSで洗浄し、100 μL Binding Bufferに細胞を懸濁した後 Anti Annexin-V PE 





BH3 profilingを行った。まず11種の胃癌細胞株(上述) 2×105個を回収しPBSで洗浄後、0.001% 
digitoninと20 μg/mL oligomycin を加えたT-EB buffer(300 mM Trehalose、10 mM HEPES-KOH 
[pH 7.7]、80 mM KCl、1 mM EDTA、1 mM EGTA、0.1% BSA、and 5 mM succinate)で細胞を懸濁
した。次に最終濃度が10 μMとなるように各々のBH3ペプチドを加えて30分間培養し、最終濃度





リア膜電位の変化、すなわち脱分極の程度(BH3 profiling)を測定した。  
4)胃癌培養細胞株における BH3 profilingと各抗癌剤の感受性の比較検討 
 1)〜3)から得られた結果を元に、11種の胃癌細胞株における各 BH3ペプチドによる脱分極の
程度と、アポトーシスまたは各抗癌剤の IC50 間の相関について Spearman 順位相関係数を用い
て統計学的に解析した。  
5)Western blotting 法による胃癌細胞株のアポトーシス関連蛋白発現の検討 
 11種の胃癌細胞株(上述)から蛋白を抽出し、ウエスタンブロッティング法にて 7つのアポト
ーシス関連蛋白(BCL-2、BCL-XL、MCL-1、BCL-W、BIM、BAK、BAX)と Actin の蛋白発現を測定し
た。各蛋白質の発現量を ImageJ software にて定量化し、蛋白発現量と BH3 profiling との相
関について Spearman 順位相関係数を用いて統計学的に解析した。 
6)si RNA を用いたアポトーシス関連蛋白発現抑制によるアポトーシス変化の検討 
 1×106個の胃癌細胞(TMK-1、HSC39の 2種)を 6 well plateに播種し、human BAK遺伝子を標
的とした認識部位の異なる 2 種類の siRNA、およびコントロールである non targeting siRNA
を RNAi Max reagent を用いてトランスフェクションした。トランスフェクションした細胞を
用いて前述した BH3 profiling法と AnnexinⅤ/7AADによるアポトーシスを検討した。 
7)ヒト胃癌臨床検体を用いたアポトーシス関連蛋白の発現の検討と臨床転帰について 
 オープンラベル、多施設共同の無作為第 II相臨床試験（UMIN C000000080、UMIN 000000801、
および UMIN 000002361）に登録された患者を対象とした。進行胃癌患者に対して Docetaxel、
CDDP、TS-1の 3剤を併用した化学療法(Docetaxel:50または 60 mg/m2 day8、CDDP: 60 mg/m2 day8、
TS-1:40 mg/m2 day1-14、3週１サイクル)を 2コース以上施行し、その後根治的胃切除手術が行
われ、切除胃癌標本における組織学的化学療法効果判定が行われた。アポトーシス関連蛋白
(BAK)の発現は化学療法施行前の胃癌生検検体にて検討した。パラフィン包埋標本を、Leica 
BOND-MAXTM IHC systemを使用して、抗 BAK抗体で染色した。BAKの発現判定は陽性率と染色強
度の 2つのカテゴリーで評価した。各々を 3段階に分類（陽性率スコア：0〜19%を 1、20〜59%
を 2、60〜100％を 3; 強度スコア：染まらないか弱い染まりを 1、中等度の染まりを 2、強い染
まりを 3）し、2 つの値を掛け合わせて BAK index(1〜9)を算出した。臨床情報をふせられた 2
人の病理医により BAK の免疫染色を評価した。 
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 Docetaxel および CDDP では細胞株間で IC50 に約 10 倍程度の差を認めた。また 5-FU では細
胞株間で約 100倍程度の差を認めた。 
2)Annexin V/7AADを用いた胃癌細胞株のアポトーシスの検討 




 BIM 10 μM については全ての細胞株で 80%以上のミトコンドリアの脱分極を認めた。そこで
低濃度で検討したところ、BIM 1 μM 投与時において各細胞株間でミトコンドリアの脱分極に
大きな差を認めた。また BID 10 μM や BMF 10 μM においても各細胞株間で脱分極に差を認め
た。BAD 10 μM、PUMA 10 μMでは KATO-Ⅲにおいてのみ脱分極を認めた。NOXA 10 μM、HRK 10 
μMではいずれの細胞株でもミトコンドリアの脱分極を認めなかった。 
4)胃癌培養細胞株における BH3 profilingと各抗癌剤の感受性の比較検討 
 胃癌細胞株において各種抗癌剤投与時のアポトーシスと BH3 profiling との関係を検討した
ところ、Docetaxel 投与時の細胞株のアポトーシスと、BIM 1 μM(rs = -0.88、p <0.001)、BID 
10 μM (rs = -0.77、p = 0.006)、BMF 10 μM (rs = -0.75、p = 0.007)との間にそれぞれ有意
な相関を認めた。次に IC50 と BH3 profiling との関係を検討したところ、Docetaxel の IC50
と BIM 1 μMにのみ有意な相関を認めた(rs = -0.82、p = 0.002)。一方で CDDPと 5-FUにおい
ては BH3 profiling との間に有意な相関は認めなかった。以上の結果から、胃癌培養細胞株お
いて BIM profilingは Docetaxelの感受性を予測できることが示唆された。 
5)Western blotting 法による胃癌細胞株のアポトーシス関連蛋白発現の検討 
 Western blotting法で蛋白発現を定量化し、4)で得られた BIM profiling の結果との関連を
検討したところ、BAK 蛋白発現のみが BIM profilingと有意な相関を認めた(rs=0.76、p=0.006)。
BIM 蛋白自身の発現や、その他の蛋白発現と BIM profiling の間には有意な相関を認めなかっ
た。以上の結果から、胃癌培養細胞株おいて BIM profiling の結果は BAK 蛋白の発現量に依存
していることが示唆された。 
6)si RNA を用いたアポトーシス関連蛋白発現抑制によるアポトーシス変化の検討 
 human BAK遺伝子を標的とした siRNAをトランスフェクションした TMK-1、HSC39の 2種の細
胞株で BH3 profiling を検討したところ、コントロール siRNA をトランスフェクションした細
胞と比較していずれの細胞株も BIM 用量依存的に脱分極を抑制していた。さらにこれらの細胞




 2005年 3月から 2013年 12月まで、69名（UMIN C000000080から 7名、UMIN 000000801から
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(Grade2、3)は効果が乏しい患者(Grade0、1a、1b)と比較し、有意に BAK indexが高かった(P=0.018 
Mann-Whitney U test)。この結果から ROC 曲線を作成し、BAK index のカットオフ値を 3 と同
定した(AUC 0.662; 感度 0.613、特異度 0.658)。BAK index 3以上と 3未満で患者を 2群に振
り分け、全生存期間(OS),無増悪生存期間(PFS)を検討したところ、3以上の群が OS,PFSともに
有意に延長していた(0S; P = 0.010、PFS; P = 0.007: log-rank test)。OS及び PFSに寄与す
る因子を探索したところ、単変量解析では TMN 分類、腫瘍の残存の程度、BAK index が共に予
後因子として抽出された。多変量解析では腫瘍の残存の程度、BAK index が OS及び PFSに寄与
する独立した予後因子として抽出された(BAK index  0S: adjusted HR, 3.390; 95% CI, 




























 胃癌における Docetaxel の薬剤感受性は BIM profiling及び BAK 蛋白発現に相関しているこ
とが証明された。BAK 蛋白の発現量は Docetaxel を含む術前化学療法を施行した胃癌患者の予
後予測バイオマーカーとなる可能性がある。 
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 本研究では、胃癌細胞株で BH3 profiling を行い、Docetaxel の薬剤感受性が BIM profiling 及び
BAK 蛋白発現と相関していることを証明した。この結果を臨床検体で検討し、BAK 発現が高い群
で、Docetaxel が奏功しており、PFS・OS 共に有意に延長していた。以上より本研究は、BAK 蛋
白発現の程度が Docetaxel を含む術前化学療法を施行した進行胃癌患者の予後予測バイオマーカー
となり得ることを示唆し、学位論文として十分に値するものであると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
